t 



(19) 



J 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



(11) 



(12) 



EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



EP 1 201 749 A1 



(43) 


Veroffentlichungstag: 


(51) lntCl7: C12N 5/06 




02.05.2002 Patentblatt 2002/1 8 


(21) 


Anmeldenummer: 01117785.4 




(22) 


Anmeldetag: 02.08.2001 




(84) 


Benannte Vertragsstaaten: 


(72) Erfinder: 




AT BE CH CY DE DK ES Fl FR GB GR IE IT LI LU 


• Jeschke, Brigitte, Dr. 




MCNLPTSETR 


65779 Kelkhelm (DE) 




Benannte Erstreckungsstaaten: 


• Meyer, Jorg, Dr. 




ALLTLVMKRO SI 


63150 Heusenstamm (DE) 






• Adamietz, Peter, Dr. 


(30) 


Prioritat: 29.08.2000 DE 10042484 


22145 Hamburg (DE) 






• Meenen, Norbert, Dr. 


(71) 


Anmelder: MERCK PATENT GmbH 


22587 Hamburg (DE) 




64293 Darmstadt (DE) 


• Gopfert, Christiane 






22527 Hamburg (DE) 



(54) Verfahren zur Herstellung von Knorpelimplantaten mittels in vitro gezuchteter Chondrozyten 



(57) Die Erfindung beschreibt ein Verfahren zum 
Herstellen eines humanen Knorpelimplantates aus in vi- 
tro gezuchteten Chondrozyten, die hinsichtlich ihrerbio- 
chemischen Zusammensetzung und biomechanischen 
Eigenschaften dem Original moglichst nahe kommen. 
Es werden dabei bis zu 20 Vol.% humanes Serum als 
Medium-Zusatz verwendet. Die Chondrozyten konnen 



bis zur 12. Passage in Monolayer-Kultur gehalten wer- 
den, um zunachst unter reduziertem Sauerstoff- Partial- 
druck redifferenziert und anschlieBend bei 21 % Sauer- 
stoff-Partialdruck durch Aggregation zur Bildung eines 
dreidimensionalen Knorpelgewebes stimuliert zu wer- 
den. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von humanen Knorpelimplantaten aus in vitro gezuchteten 
Chondrozyten. 

5 Artikularer Knorpel leidet unter einer sehr begrenzten Fahigkeit zur Reparatur von Gelenkflachenschaden. Ein tragfa- 
higes Konzept zurchirurgischen Therapie von Gelenkflachenschaden auf der Basis von in vitro hergestelltem Knorpel 
setzt unter anderem voraus, dass es gelingt Knorpelimplantate aus autologen Zellen (Chondrozyten Oder mesenchy- 
male Stammzellen) zu gewinnen, die hinsichtlich ihrer biochemischen Zusammensetzung und biomechanischen Ei- 
genschaften dem Original moglichst nahe kommen. Prinzipiell eignen sich sowohl Chondrozyten als auch mesenchy- 

io male Stammzellen zu dtesem Zweck. 

[0002] Da autologe Zellen nur in geringer Zahl in Form einer Biopsie zur Verfugung stehen, ergibt sich die Notwen- 
digkeit einer effektiven in vitro Expansion. Dies ist eine besondere Herausforderung. Denn wie aus der Literatur be- 
kannt, wird stets ein mit der Anzahl der Passagen fortschreitender Vertust des differenzierten Phanotyps beobachtet. 
Das bedeutet: Wahrend sich bei Einsatz primarer Zellen Oder von Zellen der ersten Passage die Synthese von Knorpel 

15 bereits durch Intensivierung der Zell-Zell-Kontakte fordern laBt, versagt diese Methode, wenn Zellen zum Zwecke der 
Vermehrung haufiger passagiert werden mussen. Auch gelang es bei humanen Zellen bisher nicht, die Abnahme des 
Chondrogenesepotentials wahrend der Vermehrungsphase durch verschiedene Zusatze wie bestimmte Seren oder 
bestimmte Wachstumsfaktoren wie bFGF aufzufangen. 

Bereits bekannt ist die Vermehrung humaner Knorpelzellen in einer ZellkulturschaleAflasche (Zellen dedifferenzieren 

20 jn dieser Monolayer-Kultivierung) mit anschlieBender Re-Differenzierung der Zellen in Alginat-Gel. AnschlieBend wer- 
den die Zellen und die sie umgebende Matrix mit unterschiedlichen Methoden innerhalb des Alginats oder nach Her- 
auslosen der Zellen aus dem Alginat analysiert (Bonaventure J. et al., Exp. Cell Res. 212 (1):97-104 (1994) Reexpres- 
sion of cartilage-specific genes by dedifferentiated human articular chondrocytes cultures in alginate; Yaeger P. C. et 
al. Exp. Cell Res. 237:318-325 (1997) Synergistic Action of Transforming Growth Factor-p and Insulin-like Growth 

25 Factor-I induces Expression of Type II Collagen and Aggrecan Genes in adult human articular Chondrocytes). 

[0003] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es nun ein Verfahren zur Zuchtung eines weitgehend differenzierten 
Knorpelgewebes (nicht einzelne Zellen) von ausreichenderGroBe anzugeben, welche die vorher genannten Nachteile 
aus dem Stand der Technik vermeidet, so dass das Knorpelgewebe in Gelenkknorpeldefekte "press-fit" (d.h. mit rota- 
tionsstabilem Sitz ) implantiert werden kann. 

30 [0004] Diese Aufgabe ist durch ein Verfahren zum Herstellen eines humanen Knorpelimplantates aus in vitro ge- 
zuchteten Chondrozyten mit den im Patentanspruch 1 angegebenen kennzeichnenden Merkmalen gelost. 
[0005] Das im Patentanspruch 1 dargestellte Verfahren laBt sich nicht nur auf humane Chondrozyten anwenden. Es 
eignet sich ebenfalls fur Schweine-Chondrozyten, wie in einem Tlermodell gezeigt werden konnte. Denkbar ist auch 
ein Einsatz mit Chondrozyten anderer Spezies (z. B. Kamel, Dromedar, Pferd, Hund, Katze). 

35 [0006] Das erfindungsgemaBe Verfahren nutzt dabei, wie oben schon erwahnt, das herkommliche Verfahren, Chon- 
drozyten in ein Alginat-Gel einzuschlieBen, um sie zu re-differenzieren. Entscheidend fur den Erfolg sind jedoch die 
modifizierten Kulturbedingungen, wobei die Verwendung eines humanen Serums (anstatt eines fotalen Kalber-Serums) 
als bis zu 20 Vol.% Medium-Zusatz, der Zusatz chondrogener Wachstumsfaktoren (IGF-I und TGF-p) und die Redu- 
zierung des Sauerstoffpartialdruckes auf unter 10 Vol.% essentiell sind. Nur diese Bedingungen, uber einen Zeitraum 

40 von mehreren Wochen appliziert, fuhren zu Chrondrozyten, die sich anschlieBend zur eigentlichen Knorpelbildung 
aggregieren lassen. Altemativ kann anstelle von IGF-I auch IGF-I I verwendet werden. Die Zugabe des Cytokins Inter- 
leukin 4 (IL-4) stimuliert die Knorpelbildung zusatzlich. 

[0007] Bei in vitro expandierten Chondrozyten wurde der Einschluss in Alginat-Gel bisher als Methode beschrieben, 
die sich eignet, das prinzipielle Chondrogenesepotential nachzuweisen (Yaeger P C. et al. Exp. Cell Res. 237:31 8-325 

45 (1997) Synergistic Action of Transforming Growth Factor-p and Insulin-like Growth Factor-I induces Expression of Type 
II Collagen and Aggrecan Genes in adult human articular Chondrocytes). Beim erfindungsgemaBen Verfahren eignet 
sich diese Methode (ohne den Einsatz des humanen Serums und die Reduzierung des Sauerstoffpartialdrucks) jedoch 
nicht fur den praparativen Einsatz. Die resultierenden Chondron-artigen Gebilde (im folgenden als "Chondrone'* be- 
zeichnet), die sich durch vorsichtiges Auflosen des Gels durch Chelatbildner wie Zitrat gewinnen lassen, weisen einen 

50 hohen Kollagen Typ I- Gehalt auf und zeigen nicht die Neigung, bei Aggregation ein Knorpelgewebe zu bilden, wenn 
eine der aufgefuhrten erfindungswesentlichen Bedingungen nicht eingehalten wird. 

[0008] Die besondere Bedeutung des Einsatzes von "Chondronen" fur die Bildung von hyalinem Knorpel mit mini- 
malem Gehalt an Kollagen Typ I ist auch an einem Tiermodell nachgewiesen worden. Nur, wenn in Alginat-Gel einge- 
schlossenen in vitro expandierten Chondrozyten des Schweins fur 8 bis 12 Tage Gelegenheit gegeben wird, eine 
55 Chondron-artige extrazellulare Matrix zu bilden, sind die Voraussetzungen fur die anschlieBende Bildung hyalinen 
Knorpels mit minimalem Kollagen Typ l-Gehalt gegeben. Wahrend die Re-Differenzierung bei humanen Chondrozyten 
eine mehrwochige Kultrvierung unter den oben genannten Bedingungen erfordert, reichen bei Chondrozyten des 
Schweins 8-1 2 Tage bei normalem (21 %) Sauerstoffpartialdruck und der Zusatz von chondrogenen Wachstumsfakto- 
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ren, um hyalinen Knorpel mit hohem Kollagen Typ II/ Kollagen Typ l-Quotienten zu bilden. 

[0009] Ferner bevorzugt ist ein Verfahren gemaB Anspruch 2, wobei die isolierten Chondrozyten aus dem Alglnat 
nach dem Zentrifugieren auf einer ebenen Flache Knorpel mit flachiger Gestalt bilden. Die Chondrozyten werden in 
ein Zentrifugenrohrchen mit planem Boden zentrifugiert. Dabei bilden sich eher flachige Knorpel-Aggregate wie sie fur 
5 die Implantation bendtigt werden. Die flachige Form der Implantate bietet wegen der kurzen Diffusionsstrecken zudem 
eher einen Vorteil fur Versorgung / Entsorgung, wahrend der in vitro Kultivierung. 

Bevorzugt ist weiterhin ein Verfahren gemaB Anspruch 3, wobei als chondrogene Wachstumsfaktoren IGF-I und und 
TGF-p im Verhaltnis 5 - 1 0 : 1 (w : w) zugesetzt werden. Ebenso bevorzugt ist die Addition von 0.1-3 ng/ml Interleukin 
4 zur weiteren Forderung der Chondrogenese. 
w [001 0] Ferner bevorzugt ist ein Verfahren, wobei der Sauerstoffpartialdruck auf unter 1 0% reduziert wird. Besonders 
bevorzugt ist ein reduzierter Partialdruck von 5%. Wie wichtig der Einfluss von reduziertem Sauerstoffpartialdruck auf 
das Verhaltnis von Kollagen Typ I zu Typ II zur Differenzierung humaner Chondrozyten ist, kann man der im Anhang 
beflndlichen Abb. 1 entnehmen. 

[0011] AuBerdem bevorzugt ist ein Verfahren, in dem zur Herstellung der Aggregat-Kultur bis zu 20 Vol.% humanes 
15 Serum als Medium-Zusatz verwendet werden. Besonders bevorzugt ist ein Medium-Zusatz von 10 Vol.% humanes 
Serum. 

[0012] Bevorzugt ist auch ein Verfahren gemaB Anspruch 6, wobei die Chondrozyten vorteil hafterweise bis zur 12. 

Passage, besonders bevorzugt bis zur 7. Passage, in Monolayer-Kultur gehalten werden konnen. 

[0013] Ferner bevorzugt ist ein Verfahren gemaB Anspruch 8, wobei ein hoher Kollagen Typ II / Typ I- Quotient 

20 resultiert. Ein hoher Kollagen Typ II /Typ I- Quotient ist ein Indiz dafur,dass Kollagen Typ I wie erwunschtvorzugsweise 
in der dunnen AuBenschicht vorkommt. Genaue quantitative Aussagen lassen sich aus immunologischen Analysen 
ableiten, sind jedoch von der absoluten GroBe der Proben abhangig. Aus dem Stand derTechnik werden fur die pra- 
ferentiell aus Kollagen Typ I bestehende Oberflachenschicht Werte von 10-20% angegeben (T. Minas & S. Nehrer 
Orthopedics 20 (6): 525-538 (1997) Current concepts in treatment of articular cartilage defects). 

25 [0014] Die vor- und nachstehend aufgefuhrten Abkurzungen haben folgende Bedeutung: 

PBS Phosphatgepufferte Kochsalzlosung (Phosphate buffered Saline) 

DMEM Dulbecco's Modifiziertes Eagle Medium, high Glucose 



[0015] Die Erfindung wird nachfolgend anhand von zwei Ausfuhrungsbeispielen naher beschrieben und erlautert. 
40 Ausfuhrungsbelspiel 1: 

Isolierung der Chondrozyten: 

[0016] Gelenkknorpel aus dem Radiuskopf eines 60 jahrigen Patientin wurde abgeschatt, von alien Blut- und Ge- 
^5 weberesten befreit und in einer Petrischale mit Skalpellen zerkleinert. Die Knorpelstucke wurden auf das Sieb einer 
Verdauungskammermit Magnetruhrergegeben und mit 50 ml Hyaluronidase-Lsg. (25 mg Hyaluronidase in 50 ml PBS) 
fur 25 min bei 37°C geruhrt. Danach wurde das Gewebe mit 50 ml 0.25 Gew.% Trypsin/ EDTA inkubiert (45 min., 37°C, 
geruhrt) und 5 Minuten mit 50 ml DMEM + 10 Vol.% FKS gewaschen. Das Herauslosen der Chondrozyten aus dem 
Gewebeverband erfolgte mit einer dreimaligen Kollagenase-Behandlung (Kollagenase 1a), bei der das Gewebe mit 
50 50 ml Kollagenase-Lsg. (25 mg in 50 ml DMEM + 10 Vol.% FKS + 100 U/ml Penicillin + 100 jig/ml Streptomycin) unter 
Riihren bei 37°C inkubiert und die Zellen aus der durchgetropften Losung abzentrifugiert (500 x g, 5 min) wurden. Das 
Gewebe wurde zuerst fur2 Stunden, spater zweimal iiber Nacht mit Kollagenase verdaut. AnschlieBend wurden weitere 
Zellen durch Zugabe von DMEM + 10 Vol.% FKS aus dem Gewebe gespult und abzentrifugiert wie zuvor. 

55 Monolayer- Kultivierung: 

[0017] Die isolierten Chondrozyten wurden in einer Dichte von 10 4 Zellen/cm 2 in Zellkulturflaschen ausgesat und 
mit DMEM/Ham's F12 (1/1) + 10 Vol.% FKS + 10 ng/ml bFGF + 1 ng/ml EGF kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgte 



30 



35 



DMEM/Ham's F12 ....VNutrient Mix F12 (1:1) 

bFGF basic Fibroblast Growth Factor 

EGF Epidermal Growth Factor 

HEPES N-2-HydroxyethyIpiperazin-N'-2-Ethan- Sulfonsaure 

IGF bzw. IGF-I Insulin like Growth Factor 1 

TGF-13 Transforming Growth Factor p 

IL-4 Interieukin 4 

w : w weight by weight 
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zweimal pro Woche, wobei die Zellen einmal pro Woche mit 0.25 Gew.% Trypsin/ EDTA passagiert wurden. Die Chon- 
drozyten wurden bis zur 7. Passage in Monolayer-Kultur gehalten. 

Alginat-Kultur: 

5 

[0018] Nach einem Waschschritt in Puffer NH (0.15 M NaCI + 25 mM Hepes, pH 7.4) wurden die Zellen in Puffer 
NH + 1.2 Gew.% Kaliumalginat aufgenommen (Dichte 1 Mio. Zelien/ml). Jeweils 1 ml derZellsuspension wurde in eine 
Vertiefung einer 12-er-Platte (gefullt mit 3 ml 0.1 M CaCI^S mM Hepes) getropft. Die Verkapselung der Zellen im 
Alginat erfolgte sofort. Die Alginat-Kugelchen wurden nach 15 Minuten zweimal in Puffer NH gewaschen. 

10 AnschlieBend wurden die im Alginat verkapselten Zellen in DMEM + 10 Vol.% humanem Serum + 50 u.g/ml Ascorbin- 
saure + 1 00 ng/ml IGF + 1 0 ng/ml TGF-0 aufgenommen und mit dreimal wdchentlichem Mediumwechsel fur 3 Wochen 
bei 37°C, 5% C0 2 , 95% relativer Luftfeuchtigkeit im Brutschrank kultiviert. Dabei wurden verschiedene humane Seren 
als auch FKS getestet. 0 2 -Partialdrucke von 5% und 21% wurden miteinander verglichen (siehe Abb. 1). 
[0019] Zur Isolierung der Zellen aus dem Alginat wurden diese zunachst zweimal mit Puffer NH gewaschen, bevor 

15 durch Zugabe von Puffer NH + 55 mM Natriumcitrat das Alginat unterTaumeln fur 15 Minuten aufgelost wurde. 

Aggregat-Kultur: 

[0020] Die isolierten Zellen wurden erneut mit Puffer NH gewaschen und auf den mit Kunstharz ausgegossenen 
20 Boden eines 15 ml Greiner-Rohrchen zentrifugiert (50 x g, 10 Min). Nach 2 Tagen Kultivierung mit DMEM + 10 Vol.% 
humanem Serum + 50 ng/ml Ascorbinsaure + 100 ng/ml IGF +10 ng/ml TGF-p wurden das Aggregat umgebettet in 
eine mit Agarose beschichtete Vertiefung einer 12-er Platte. Die Kultivierung der aggregierten Zellen erfolgte in DMEM 
+ 10 Vol.% humanem Serum + 100 ng/ml IGF + 1 0 ng/ml TGF-p + Penicillin/ Streptomycin fur 2-3 Wochen unter den 
gleichen Bedingungen wie in der Alginat-Kultur, jedoch bei 21% 0 2 -Partialdruck. 
25 Das Verfahren war mit verschiedenen humanen Seren, nicht aber mit FKS erfolgreich. 

Ausfiihrungsbeispiel 2: 

[0021] Isolierung der Chrondozyten und Monolayer-Kultivierung erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben. 
30 Auch die Herstellung der Alginat- und Aggregat-Kultur erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben. Zur weiteren Stimulierung 
der Chondrogenese wurden jedoch 2 ng/ml des Cytokins IL-4 wahrend der Alginat- und Aggregat-Kultur zugefugt. 

Beschreibung der Abbildung 1 : 

35 [0022] 

FCS = FKS; HS1 - HS4 = verschiedene humane Seren 
CM = Kollagen II (Kontrolle) 
CI = Koliagen I (Kontrolle) 

40 

[0023] Bei 21% 0 2 sind die Banden dicker als bei 5% 0 2 . Bei 21% 0 2 entsteht aber auch mehr Kollagen Typ I -> 
Der Quotient Kollagen Typ ll/Typ I ist ungCinstig. 

Bei 5% 0 2 wird nur wenig Kollagen Typ I bei der Verwendung von humanem Serum gebildet. Wird dagegen FKS 
benutzt, so verschlechtert sich das Verhaltnis Kollagen Typ II/ Typ I deutlich. 
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Einfluss von Sauerstoff und Serum auf die 
Differenzierung humaner Chondrozyten 
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Abb. 1: Immunoblot 



Patentansp ruche 

35 

1. Verfahren zum Herstellen eines humanen Knorpelimplantates aus in vitro gezuchteten Chondrozyten, gekenn- 
zeichnet durch folgende Merkmale: 

aus patienteneigenen Knorpeln werden auf herkommliche Weise durch Zugabe von verschiedenen Enzym- 
losungen Chondrozyten isoliert; 

die isolierten Chondrozyten werden in Zellkulturflaschen ausgesat und in einer Nahrlosung, versetzt mit hu- 
manem und/oder Kalberserum und Wachstumsfaktoren, kultiviert; 

die gereinigten Chondrozyten werden in einer Alginat-haltigen Pufferidsung aufgenommen, wobei sofortige 
Verkapselung erfolgt, anschlieBend mehrere Wochen bei 34 - 39° C unter reduziertem Sauerstoff- Parti aid ruck 
kultiviert und die Zellen aus dem Alginat durch Zugabe von Citrat-Pufferlosungen isoliert; 

die isolierten Chondrozyten werden zentrifugiert, einigeTage mit chondro-genen Wachstumsfaktoren, huma- 
nem Serum und weitere Zusatze enthaltender Nahrlosung kultiviert, das Aggregat in eine mit Agarose be- 
schichtete Vertiefung einer Platte umgebettet und die aggregierten Zellen unter den gleichen Bedingungen 
wie in der Alginat-Phase kultiviert, jedoch bei 21 % 0 2 - Partialdruck. 

2. Verfahren zum Herstellung eines Knorpelimplantats gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die iso- 
55 lierten Chondrozyten, die in Zellkulturflaschen ausgesat werden, in einer Nahrlosung, versetzt mit humanem und/ 

oder Kalberserum und Wachstumsfaktoren sowie Cytokinen, kultiviert werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die isolierten Chondrozyten aus dem 
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Alginat nach dem Zentrifugieren auf einer ebenen Flache Knorpel mit flachiger Gestalt bilden. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3 f dadurch gekennzeichnet, dass als chondrogene Wachstumsfak- 
toren IGF-I und TGF-3 im Verhaftnis 5-10:1 zugesetzt werden. 

5 

5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass als Cytokin IL-4 in der Konzentration von 0.1 bis 3 
ng/ml zugesetzt wird. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass derSauerstoffpartialdruck auf unter 
10 1 0 % reduziert wird. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass zur Herstellung der Aggregat- 
Kultur bis zu 20 Vol.% humanes Serum als Medium-Zusatz verwendet werden. 

15 8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Chondrozyten bis zur 12. 
Passage in Monolayer-Kultur gehatten werden. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Chondrozyten bis zur 7. Pas- 
sage in Monolayer-Kultur gehalten werden. 



10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass ein hoher KollagenTyp II / Kollagen 
Typ l-Quotient resultiert. 



6 



t 



EP 1 201 749 A1 



Europilsches 
Pa ten taint 



EUROPA1SCHER RECHERCHENBERICHT 



N urn mar der Anmoklung 

EP 01 11 7785 



einschlAgige DOKUMENTE 



Kategofa 



Kenrtzelchrtung des Ookuments mlt Angabc, sow© ft 
dar maflgsblfcnen Telle 



BoMfit 
Anspruch 



KLASSIFKATION DER 
ANMELOUNQ OntCl.T) 



GRUBER ET AL: "Untersuchungen zur 
1n-v1tro-Kult1vterung von 
Hunianchondrozyten bei Elnsatz von 
autologem Humanserura als Medlumzusatz: 
M1n1m1erung des m5g11chen Rlsikos einer 
Infektion mit Erregern von 
Pr i onen-Erkrankungen " 

LARYNG0-RHINO-OT0LOGIE, THIEME, STUTTGART, 
DE, 

Bd. 75, Nr. 2, Februar 1996 (1996-02), 
Seften 105-108, XP008000698 
ISSN: 0935-8943 

* Siehe Seiten 106-108 (Dlskussion) * 

DOW! ET AL: "Die Redif f erenzierung von 
dedifferenzierten Gelenkknorpelzellen In 
Alginatkultur: Elnfluss von 
intemrittierendem hydros tat ischen Druck 
und medrigem Sauerstoffpartial druck" 
0RTH0PADE, 

Bd. 29, Februar 2000 (2000-02), Seiten 
91-99, XP002191525 

* Siehe Selte 91 (Zusammenfassung) * 

ROLLER ET AL: n TGFbeta-l-Gentransfer in 

Gel enkknorpel zel 1 en" 

0RTH0PADE, 

Bd. 29, Februar 2000 (2000-02), Seiten 
75-79, XP002191526 

* Siehe Seite 75 (Zusammenfassung) * 

-/-- 



1-4,6-10 



C12N5/06 



1-4,6-10 



SACMGEHETE (lrtt.CI.7) 



Dar vorliegende F 



t wurde fQr aile Patentansprfiche ersteltt 



C12N 



1-4,6-10 



BERLIN 



4. Warz 2002 



Korsner, S-E 



KATEGORIE DER GENANNTTEN DOKUMEWTE 



X : won : 

Y : «n sesondworBedButuno In Verttnduns rrtl eirer 
sndcren Verfiflsnttshung dteradbon Kstegooe 



O : njchtecrrtnflcbe OfTer*ja~ung 
P : Zwi.scrxsnrrtoratur 



T : der Erflndung XLgrunde (legends Theorien oder GnjTdiataa 
E : aJtoraa Paiarrtdbkument, das Jodocn erst am odor 
nscTi dem AnmeSdedatum verdfferrflchl wwden 1st 
D : In der AnmeldunQ sngefuhrtes QoKunerrl 
L : a us snderen Grunden angefutvtes Ddkament 

: MttQBed der gleicfien PaientiamTTe.C 
Dofc urgent 



7 



t 



EP 1 201 749 A1 



Europd laches 
Patentamt 



EUROPAISCHER RECHERCHENBERiCHT 



Nummer der Anmektung 

EP 01 11 7785 



EtNSCH LAG I Q E DOKUMEHTE 



Katogorte 



Kennzeichnung dea Documents mrt Angabo, sow*tt 
dsr maBgBMlehftn Toll«a 



BeWffl 
Anspaich 



•CLASSIFICATION OCR 
AHHELPUHQ (lntCI.7) 



SCHUL2E ET AL: "Adulte humane 
Chondrozyten 1n Alglnatkultur: 
Beibehaltung des Phanotyps fur die weitere 
Anwendung in Transplantationsmodellen" 

orthopAde, 

Bd. 29, Februar 2000 (2000-02), Seiten 
100-106, XP002191527 

* Siehe Seite 100 (Zusammenfassung) 
und Seite 102, llnke Spalte) * 

WATERL0W & SCHORCH (HERAUSGEBER) : 
"Proceedings of an I/D/E/G/C Workshop held 
1n London, January 15-18, 1993; Section: 
The cell biology of bone growth: 7. 
Regulation of growth plate chondrocytes 
and bone cells" 

CAUSES AND MECHANISMS OF LINEAR GROWTH 
RETARDATION, 'Online! XP002191528 
Gefunden im Internet: 

<URL : h t tp : //www . unu . edu/un upres s/f ood2/U I D 
06E/uid06eO0.htm> 'gefunden am 2002-02-13! 

* Siehe: 7. "Regulation. . .Table 2: Local 
mediators 1n skeletal tissue" + die 
folgenden Erlauterungen * 



1-4,6-10 



1-4,6-10 



SACHOEMETE flnt.CI.7) 



Dor voritegencte F 



i fur aJte Patefitanspruche erststft 



BERLIN 



4. Marz 2002 



Korsner, S-E 



KATBGORIE DEH GENANNTEN DOKUVENfTE 




T : der Erfindung zuyunde Oegende Theoden Oder GnrxtsAtze 
E '. aftores Patantdbkurrient, das jodbcti ofzrt am odet 
nach dem Aranefcedatuni verttftenUfctrT wortfen Id 
O : In der Anmekfung angefuhrtea DokunrnTt 
L r 3us anderen Grurden engofuhrtes Dohument 



: 2»rfacher*tBratur 



: hftgted der glefchen Patentfa mJte.Cfce ft 
Dcfcumerri 



8 



esp@cenet document view 



http://v3.espacen|*com/textdoc?DB=EPODOC&IDX=E. 



Method for producing cartilage implants using chondrocytes grown in-vitro 
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Abstract not available for EP 1201 749 

Abstract of corresponding document: US2002052044 

The invention describes a process for the production of a human cartilage implant from chondrocytes cultured in vitro, which come as close as possible to the original 
with respect to their biochemical composition and biomechanical properties. Up to 20% by vol. of human serum are used as medium addition in the process. The 
chondrocytes can be kept in monolayer culture until the 12th passage in order firstly to be re-differentiated, incubated under a reduced oxygen partial pressure, and 
subsequently stimulated to form a three-dimensional cartilage tissue due to aggregation under an oxygen partial pressure of 21%. 
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